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 プロラ ク チン (PRL)は 脊 椎 動物の 下 垂体前 葉 から分 泌 される ホ ルモン の 中で
最も多様な生理作用を持つ。両生類では生殖行動の誘起、生殖関連器官の発達、
フェロモンの合成促進、幼生の成長促進と変態抑制などに関与する。今までにこ
れら PRL の生理作用について、多くの研究がなされてきたが、 PRL 受容体の観点
からこれらの現象を解析した研究はほとんど行なわれていなかった。そこで申請
者は無尾両生類ウシガエルの変態、有尾両生類イモリの生殖現象に焦点をあて、
それらの現象に PRL 受容体がどのように関わっているかを明らかにすることを目
的として研究を進めた。  
第 1 章では両生類で、今までに PRL の変態、生殖におよぼす作用についてど
のような研究が行われてきたかについて述べている。さらに本研究の目的、意義
について述べている。すなわち、変態期幼生の PRL 受容体の発現解析を行ない、
変態最盛期後期に血中 PRL レベルが上昇する生理的意義を解明すること、生殖関
連器官での PRL 受容体の発現解析をすること、 PRL が中枢のどの部位に作用して
求愛行動を誘起するかを特定すること、などである。  
第 2 章では無尾両生類ウシガエル PRL 受容体 cDNA クローニングおよび PRL 受
容体 mRNA の発現解析について述べている。ウシガエル幼生の尾ひれ全 RNA を用い、
RT-PCR および 5 ’, 3 ’RACE 法でウシガエル PRL 受容体をコードする cDNA を得た。
得られた cDNA の塩基配列より推定されるアミノ酸配列は他種 PRL 受容体アミノ酸
配列との相同性は比較的低いが、リガンドとの結合、シグナルの伝達に関わると
思われる配列は保存されており、 PRL 受容体としての機能は保存されていると考
えられた。次いで哺乳類発現ベクターに組み込んだウシガエル PRL 受容体  cDNA
を COS-7 細胞にトランスフェクトし、タンパク質を発現させ、その膜タンパク質
を使って binding assay を行なうと、ウシガエル PRL に特異的に結合した。変態
期 (変態始動期および変態最盛期 )幼生器官および組織での PRL 受容体  mRNA の発
現分布を RT-PCR により解析すると、主に脳、肺、腎臓、皮膚、尾で発現していた。
PRL 受容体  mRNA は幼生特異的な器官のみならず、幼生および成体でも機能する器
官、成体で機能する器官のいずれでも検出された。幼生特異的器官として尾ひれ
を、変態期に発達をとげる器官として腎臓を選び、それぞれ変態期に PRL 受容体  
mRNA レベルがどのように変化するかを RNase protection assay で、 PRL 受容体  
mRNA の局在を in situ hybridization により調べた。その結果、尾ひれでは変態
最盛期前期で PRL 受容体  mRNA レベルが上昇し、退縮が顕著になる変態最盛期中
期でもそのレベルは維持されていることがわかった。変態始動期では尾ひれでは
主に皮膚で PRL 受容体  mRNA シグナルがみられたが、変態最盛期では皮膚と結合
組織の繊維芽細胞に特異的シグナルが見られた。腎臓では変態始動期から変態最
盛期にむけ PRL 受容体  mRNA レベルは上昇し続け、変態完了後の幼若ガエルでも
比較的高いレベルで維持されていた。また、変態始動期、変態最盛期ともに、尿
細管の上皮細胞に PRL 受容体  mRNA のシグナルが見られたが、変態最盛期ではそ
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 のシグナルが強まっていた。今回の結果により尾ひれでは甲状腺ホルモンレベル
の高まる変態最盛期に PRL に対する感受性を増すことで甲状腺ホルモンによる急
激な尾の退縮を抑制し、変態期の絶食中のエネルギー源、および成体に必要な器
官の発達のための物質を、尾を徐々に退縮させることでたえず供給できるように
していると推測された。また、 PRL は腎臓に作用し、水中生活から陸上生活に適
応した腎臓の構造や機能の発達に関与することが示唆された。  
第 3 章では有尾両生類シリケンイモリ肛門部腹腺の PRL 受容体 mRNA の発現解
析について述べている。申請者はシリケンイモリ PRL 受容体 cDNA を肛門部腹腺
cDNA ライブラリーよりクローニングした。この cDNA 配列をもとにプライマーを
設計し、半定量的 RT-PCR/サザンブロット解析で性的に発達した個体と未発達な
個体の肛門部腹腺の mRNA 発現レベルを解析すると、性的に発達した個体の PRL
受容体 mRNA レベルが未発達個体に比べ、有意に高まっていることが明らかになっ
た。さらに、 in situ hybridization 法により、性的に発達した個体では肛門部
腹腺上皮細胞に特異的に PRL 受容体 mRNA の発現が見られたが、未発達個体の肛門
部腹腺では特異的なシグナルは検出できなかった。この結果より、性的に発達し
た個体では、肛門部腹腺での PRL 受容体の発現が高まり、 PRL に対する感受性を
増大していることが分かり、これが腺構造の発達、フェロモンの合成能の上昇へ
つながると推測された。  
第 4 章ではアカハライモリの脳内 PRL 受容体の発現部位の特定について述べ
ている。免疫組織化学的手法で解析するために、イモリ PRL 受容体に特異的な抗
体の作製を試みた。アカハライモリ、シリケンイモリ PRL 受容体細胞外領域アミ
ノ酸配列の共通な 15 残基からなるペプチドを合成し、keyhole limpet hemocyanin
を付加後、ウサギに免疫した。得られた抗血清は、抗原ペプチドカラムを用いた
アフィニティークロマトグラフィーにより精製した。この抗体は、シリケンイモ
リ PRL 受容体 cDNA をトランスフェクトした COS-7 細胞から抽出したタンパク質を
用いてウエスタンブロッティングを行なうと、 75-100 kDa に特異的シグナルが得
られた。このバンドのサイズはシリケンイモリ PRL 受容体 cDNA 配列から推測され
るアミノ酸配列より計算される分子量 (67 kDa)よりも大きかった。シリケンイモ
リ PRL 受容体細胞外領域には 3 カ所のアスパラギン結合型糖鎖の付加可能部位が
あるため、 glycopeptidase F でアスパラギン結合型糖鎖を除去すると 67 kDa に
バンドが出現した。これらの結果より、この抗体はイモリ PRL 受容体を認識する
ことが確認された。アカハライモリ雄の脳組織の細胞膜タンパク質を用いてウエ
スタンブロッティングを行なうと 160, 80, 60 kDa のバンドが検出され、 80 kDa
のバンドは glycopeptidase F 処理で 67 kDa のバンドにシフトした。その他のバ
ンドは PRL 受容体のアイソフォーム、アスパラギン結合型糖鎖以外の修飾がなさ
れていると考えられた。  
一方、申請者は PRL の脳室内投与は腹腔内投与に比してはるかに微量で雄イ
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 モリの求愛行動を発現させることを見いだした。このことは中枢に PRL 受容体が
存在することを示している。そこで抗体を用いた免疫組織化学的に受容体の存在
を調べたところ脈絡叢 , 内側扁桃体 , 前方視索前野 , 大細胞性視索前核 , 視交叉
上核 , 室周核 , 視床下部腹側核に PRL 受容体様免疫陽性細胞が確認された。さら
に in situ hybridization 法により、脈絡叢 , 前方視索前野 , 大細胞性視索前核
に特異的シグナルが見られた。哺乳類では脈絡叢の PRL 受容体は血中 PRL を脳脊
髄液中に移送する役目があると考えられており、イモリでも脈絡叢  PRL 受容体に
より血中 PRL が脳脊髄液に移送され、神経細胞に直接作用する可能性が示唆され
た。さらにこの抗体を脳室内に投与すると、雄の求愛行動の発現を有意に抑える
ことがわかった。この結果より、この抗体が脈絡叢  PRL 受容体に結合し血中 PRL
の脳脊髄液への移送が阻害したか、もしくは神経細胞の PRL 受容体に結合し、細
胞内へのシグナル伝達をブロックし、求愛行動を抑制した可能性が示唆された。  
また視索前核では PRL 受容体様免疫陽性細胞の一部が、アルギニンバソトシ
ン、メソトシン様免疫陽性であることが分かった。この事実は、アルギニンバソ
トシン、メソトシンニューロンに PRL 受容体が発現し、 PRL がこれらのニューロ
ンに作用し、アルギニンバソトシンや、メソトシンの合成、分泌に何らかの影響
を与えている可能性を示唆する。アルギニンバソトシンも PRL と同様に中枢に直
接作用し、雄の求愛行動の発現を促進することがわかっている。このことから PRL
により誘起される雄の求愛行動は、少なくとも一部はアルギニンバソトシンを介
していると推測された。  
第 5 章では本研究で得られた結論と今後の研究の進め方、現在進行している
研究について述べている。ウシガエル変態期幼生は、 PRL が甲状腺ホルモンによ
る急激な尾の退縮を抑え、変態完了まで尾から必要な養分を供給しつづけること
を可能にすること、また器官によっては変態に伴う形態や機能の変化に寄与する
可能性が示唆された。また、ウシガエル PRL 受容体にはアイソフォームが存在し、
そのアイソフォームには膜貫通領域および細胞内領域が欠如していることがわか
った。このアイソフォーム mRNA の幼生や成体の組織または器官での発現分布を
RT-PCR で調べると既知 PRL 受容体と似ていた。また、甲状腺ホルモンを分泌する
甲状腺で、 PRL 受容体やそのアイソフォームが幼生前、変態期を通じて発現して
いることを確認した。今後の課題としては、このアイソフォームの生理的意義が
どのようなものか、甲状腺に対する PRL の作用を明らかにすることなどがあげら
れる。またイモリでは性的に発達した個体では肛門部腹腺での PRL 受容体の発現
が高まること、脳内の PRL 受容体の発現部位、視索前核のアルギニンバソトシン、
メソトシンニューロンに PRL 受容体が発現していることが明らかになった。当面
の課題としては、今回特定した脳内 PRL 受容体発現部位のうち、求愛行動に関与
している部位を特定すること、またアルギニンバソトシンやメソトシンの合成や
分泌に PRL が実際に関与するかを確かめることなどがあげられる。
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